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DE 197 37 105 A 1 

Beschreibung 

Die Ei-findung betrifft neue gewebsspezifische Calpaine und ihre Herstellung. 

Weiterhin betrifft die Erfindung Verfahren zum Screening nach neuen Calpaininhibitoren und deren Verwendung. 
Calpaine^gehoren zu den intrazellularen, nicht-lysosomalen Enzymen aus der Gruppe der Cystein-Proteasen. Sie sind 
f?'^^^^' -abhangigen Signaltransduktion in eukaryontischen Zeilen beteiHgt, d h. sie regulieren abhangig von der 
J^onzentraiion zellulare Funktionen. Calpaine kommen ubiquitar in tierischen Geweben bzw. ZeUen von beispiels- 
weise Mensch Huhnern, Kaninchen oder in der Ratte vor. Auch in niederen Tieren wie beispielsweise in Drosopliila me- 
lanogaster, Schistosoma oder CaenorhabdiUs elegans wurden Calpaine gefunden. In Hefen, Pilzen oder Bakterien konn- 
ten bisher keine Calpaine nachgewiesen werden. 

Bisher sind drei Ilauptisoformcn dieser ubiquitaren Calpaine bekannt, die sich in vitro durch ihre Kalzium-abhangige 
Aktivierbarkeit unterscheiden. Calpain I (= MCalpain) wird durch p-molare Kalziumion-Konzentrationen aktiviert, wah- 
rend Calpain n (= mCalpam ) erst durch millimolare Kon/entrationen an Kalziuniionen aktiviert. wird. Beide Calpaine 
bestehen aus zwei Untereinheiten, einer grofien Untereinheit mit ca. 80 kDa und einer kleinen Untereinheit von ca 30 
lUJa^Beide Unteremheiten des aktiven Heterodimers besitzen Bindungsstellen fur Kalzium. Die groBe Untereinheit wird 
aus folgenden vier Proteindomanen (= MV) aufgebaut: einer Proteasedomane {= Domane II), einer Kalzium-bindenden 
i^omane (- Domane IV) und zwei weiterer Domanen (= Domane I und HI), deren Funktion unklar ist. Die kieine 30 K- 
Untereinheit besteht aus einer Kalzium-bindenden Untereinheit (= IV') und einer weiteren Untereinheit (= V), deren 
i^unktion unklar ist. Zusatzlich zu diesen beiden Calpaintypen wurde cin dritter beziigHch der Kalziumaktivierung inter- 
mediarer Typ (= p/m 80K) im Huhn gefunden (Wang K.K.W. et al., TiPS, Vol 15, 1994: 412-419, Suzuki, K et al Biol 
Chem. Hoppe-Seyler, Vol. 376, 1995: 523-529). 

Neben di^en ubiquitar vorkommenden Calpainen wurden in letzter Zeit zwei neue gewebespezifisch exprimierte Cal- 
paine identifiziert. nCX-1 (= p94) ist ein in Huhnern, Ratten und Menschen vorkommendes, Muskel-spezifisches Cal- 
pain, das vermutlich als Monomer aktiv sein konnte und nur aus der 80 kd Untereinheit besteht. Neben nCL-1 gibt es ein 
Magen-spezifische Calpain, das in zwei Splicing- Varianten nCL-2 und nCL-2' vorkommen kann. nCL-2' unterscheidet 
^r^f^"^^^ "r^"^ durch das Fehlen der Kalzium-bindenden Region (Soriniachi, H.S. el al., J. Biol. Chem. Vbl. 268, 
No. 26, 1993: 19476-19482, Sorimachi, H:S: ct al„ FEBS Lett. 343, 1994: 1-5) , Auch in Drosophila wurdc cin Calpain- 
homologes Protein (= CalpA), das mit Actin interagiert und vermutliche eine wichtige Rolle in der Embryonalentwick- 
1 o^'! ooff^"""^^"' "^^^ verschiedene Sphcing- Varianten aufweist (Mol. CeU. Biol. Vol. 15, No. 2 

30 1 y95: 824-834). Auch hier fehlt der kurzeren Variante die KalziumbindesteUe. 

Man vermutet, dafi Calpaine bei verschiedenen physiologischen Prozessen eine wichtige Rollen spielen. Eine Vielzahl 
von cytoskeletalen, membrangebundenden oder regulatorischen Protdnen wie Proteinkinase C, Phospholipase C Spec- 
tnn Cytoskelett-Proteine wie MAP2, Muskelproteine, Neurofilamente und Neuropeptide, Plattchenproteine, -"Epider- 
mal Orowth Factor NMDA-Rezeptor und Proteine, die an der Mitose beteiligt sind, sowie weitere Proteine sind Cal- 
?fo"^"iof^ ^-J' Life Sci. 48, 1991: 1659-69, Wang K.K. et al.. Trends in Pharmacol. Sci., 15, 1994: 

xr i u physiologische Funktion der Calpaine ist bis heute jedoch noch nicht klar verstanden. Sie sind bei 

einer Vielzahl von physiologischen Prozessen wie beispielsweise der Apoptose, der Zellteilung und -diflferenzierung 
Oder an der Embryonatentwicklung beteiligt. 

Bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen und Krankheiten wurden erhohte Calpain-Spiegel gemessen, zum 
Beispiel bei: Ischanuen des Herzen (z. B. Herzinfarkt), der Niere oder des Zentraln^^ensystems (z. B. Himschlag) Ent- 
zundungen, Muskeldystrophien, Katarakten der Augen (Grauer Star), Verletzungen des Zentralnervensystems fz. B 
Trauma) Alzlieimer Krankheit, HlV-induzierte Neuropathy, Parkinsonsche- und Huntigtonsche Krankheit usw. (siehe 
ii"f 1 " vermutet emen Zusammenhang dieser Krankheiten mit einem erhohten und anhaltenden intra- 

zellularen KalziumspiegeL Dadurch werden Kalzium-abhangige Prozesse iiberaktiviert und unterliegen nicht mehr der 
^s^i aiSbSn" Regelung. Dementsprediend kann eine Oberaktivierung von Calpainen auch pathophysiologische Pro- 

Daher wurde postuliert, dafi Inhibitoren der Calpain-Enzyme fiir die Behandlung dieser Krankheiten nutzlich sein 
^ Untersuchungen bestatigten dies. So haben Seung-Chyul Hong et al. (Stroke 1994 25 (3) 

663-669) und Bartus R.T. el al. (Neurological Res. 1995, 17, 249-258) eine neuroprotektive Wirkung von Calpaininhi- 
bitoren bei akuten neurodegenerativen Storungen, wie sie nach Himschlag auftreten, gezeigt. Ebenso verbesserten nach 
expenmentellen Gehimtraumata Calpaininhibitoren die Erholung der auftretenden Gedachmisleistungsdefizite und neu- 
TOTiotonschen Storungen (Saatman K.E. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 1996: 3428-3433). Edelstein C.L. et al 
(Proc. Nad Acad. Sci. USA, 92, 1995, 7662-7666) fand eine protektive Wirkung von Calpaininhibitoren auf durch Hy- 
poxie geschadigten Nieren. Yoshida K.L et al. (Jap. Circ. LT 59 (1), 1995, 40-48) konnten gunstige Elfekte von Calp^- 
nmhibitoren nach cardialen Schadigungen aufeeigen, die durch Ischamie oder Reperfusion erzeugt wurden. Da Calpai- 
ninhibitoren die Freisetzung von p-AP4-Protein hemmen, wurde eine potentieUe Anwendung als llierapeutikum der 
Alzheimer Krankheit yorgeschlag^^ (Higaki LT et al., Neuron, 14, 1995: 651-659). Die Freisetzung von Interleukin- la 
wird ebenfaUs durch Calpaininhibitoren gehemmt (Watanabe N. et al.. Cytokine, 6 (6), 1994: 597-601). Weiterhin wurde 
gefunden, daB Calpaininhibitoren cytotoxische Effekte an Tumorzellen zeigen (Shiba E. et al., 20th Meedne Int. Ass 
Breast Cancer Res., Sendai Jp, 1 994, 25.-28. Sept., Int. IT. Onco. 5 (Suppl.), 1 994, 381 ). Auch bei der Restenose und bei 
Arthntis spielt Calpain eine wichtige Rolle und Calpaininhibitoren konnen das Krankheitsbild positiv beeinflussen 
(March K:L: et al. Circ. Res. 72, 1993: 413-423, Suzuki K. et al., Biochem LT., 285, 1992: 857-862) 
lOQ^^'^To Anwendungen von Calpaininhibitoren sind Wang K.K (Trends in Pharmacol. Sci., 15, 

1994: 412-419) zu entnehmen. 

Der potenteste und selektivste Calpaininhibitor ist das naturlich vorkommende intrazelluiare Protein Calpastatin Es 
hemmt sowohl Calpain I als auch Calpain II, nicht jedoch andere Cystein- bzw. Thiolproteasen wie Cathepsin B, L oder 
l^apain. Das aus ca. 700 Aminosauren bestehende Calpastatin hat jedoch den Nachteil, daB es fur therapeudsche Mog- 
lichkeiten aufgrund der (JroBe und der Unpassierbarkeit der ZeUmembran nicht in Frage kommt. Neben niedermoleku- 
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laren peptidischen Calpaininhibitoren wurden eine Reihe nichl-peptidischer Inhibitoren identifiziert. Nachteil dieser In- 
hibitoren isl, daB sie instabil sind, rasch meiabolisiert werden und zum Teil toxisch sind. Viele Calpaininhibitoren zeich- 
nen sich auBerdem durch eine mangelndc Sclektivitat aus, d. h. sie hemmen nichl nar Calpain I und 11 sondem auch an- 
dere Cysleinproteasen wie Papain, Chymotrypsin, Elastase oder Cathepsin B und L. 

Es besleht daher nach wie vor ein Bedarf nach selekliven, hoch wirksamen Calpaininhibitoren. Fur das Screening nach 5 
diesen selektiven, gut wirksamen Calpaininhibitoren sind hochspezifische Tesisysieme erforderlich, die es erinoglichen 
selektive Inhibitoren zu identifizieren. LFblicherweise werden die Screeningtests mil den ubiquitar vorkommenden Cal- 
painen Calpain I und Calpain H durchgefuhrt. 

Hur das Auttinden selektiver Inhibitoren ist es notwendig und wunschenswert weitere Calpaine zur lestung zur Ver- 
f ugung zu siellen, die moglichst gewebespezifisch exprimiert werden, so daB die Inhibitoren auf ihre Selektivitat zwi- lo 
schen den einzelnen Calpainen gepruft werden konnen. 

Dariiber hinaus sind weitere neue Calpaine gesuchte Proteine, da sie mit hoher Wahrscheinlichkeit bei den verschie- 
denen Krankheitsbildem bzw. Krankheifen unterschiedlich exprimiert. werden und eine wichtige Rolle bei diesen Xrank- 
heiten spielen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Mittel zur Profilierung und Identifizierung von Calpaininhibitoren zur 15 
Verfugung zu stellen, die es ermoglichen Calpaininhibitoren zu identifizieren, die einerseits nur gegenuber einem Cal- 
pain inhibierende Wirkung aufweisen, und/oder anderseits gegenuber mehreren Calpainen inhibierende >Mrkung auf- 
weisen und diese als therapeutisches Target zur Verfugung zu stellen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues gewebsspezifisches Calpaingen mit der Sequenz SEQ ED NO. 1 oder SEQ ID 
NC). 3 und derBezeichnung CAPN6, seine allelischen Varianten, Analoge oder Derivate, die auf der abgeleiteten Ami- 20 
nosaureebene eine Homologie von 60 bis 100% aufweisen, wobei die Calpaingene, ihre allelischen Varianten, Analoge 
Oder Derivate folgende Sequenzen enthalten: 

(a) Leu-Gly-Asn-Lys-Ala, 

wobei sich diese Sequenz von der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB die 25 
Aminosaure Cy stein im humanen Calpain I, die die Position 115 im Calpain I besitzt, gegen Lysin, das an Position 
81 der Scqucnzcn SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 licgt, vcrandcrt ist; 

(b) Ala-X-Ser-Cys-Leu-Ala, 

wobei gegenuber der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Alanin und Threonin in den 
Positionen 122 und 125 gegen Serin und Alanin in den Positionen 88 und 91 in den Sequenzen SEQ ID No. 1 und 30 
SEQ ID No. 3 verandert sind; 

(c) Gly-Tyr-Thr-(His oder Tyr)-Thr-X-Thr, 

wobei gegenuber der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Histidin, Alanin und Serin 
in den Positionen 272, 273 und 275 gegen Tyrosin, Ihreonin und Threonin in den Positionen 252, 253 und 255 in 
den Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 verandert sind und in der SEQ ID No. 3 zusatzlich der lyrosinrest 35 
in Position 274 im Calpain I gegen Histidin in Position 254 in der SEQ ID No. 3 verandert ist; 

(d) Arg-X-Arg-Asn-Pro-Leu-Gly 

wobei sich diese Sequenz von der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB die 
Aminosaure Tryptophan im humanen Calpain I, die die Position 298 im Calpain I besitzt, gegen Leucin, das an Po- 
sition 286 der Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 liegt, verandert ist und 40 
X in den genannien Sequenzen eine beliebige naturliche Aminosaure bedeutet. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Identifizierung von Calpaininhibitoren, wobei man ein Calpain, 
seine allelischen Varianten oder Analoge codiert durch eine Sequenz gemaB Anspruch 1 aus Geweben oder Zellen iso- 
liert und die Inhibierung der Spaltung eines Substrats des Enzy ms CAPN6 und in mindestens einem weiteren Test die In- 45 
hibierung der Spaltung eines Substrats der Enzyme Calpain I und/oder n durch Testsubstanzen miBt und die Testsubstan- 
zen auswahlt, dlie das Enzym CAPN6 und mindestens ein weiteres der Calpaine hemmen. 

Weiterhin ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung von Calpaininhibitoren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Inhibierung der Spaltung eines Substrates des Enzyms CAPN6 bzw. der Calpaine I und/oder n 
durch Testsubstanzen in zellularen Systemen bestimmt und solche Testsubstanzen auswahlt, die die Zellmembran pas- 50 
sieren und die intrazellulare Aktivitat des Enzyms CAPN6 und/oder der Calpaine I und/oder 11 hemmen, die das Enzym 
CAPN6 nicht hemmen, jedoch die Enzyme Calpain I und/oder 11 oder die das Enzym CAPN6 hemmen, nicht jedoch die 
Enzyme Calpain I und/oder n. Auch Substanzen, die eine Aktivitat in vitro gegenuber den Calpainen zeigen, ohne daB 
ihre Zellgangigkeit getestet wurden, werden vorteilhafterweise ausgewahlt. Zeigt sich in einem anschlieBenden Assay, 
das diese Substanzen nicht oder nur schlecht zellgangig sind, so kann durch Derivatisierung ihre Zellpermeabilitat ver- 55 
bessert werden. 

Humane und m-Calpainproteinsequenzen wurden fUr eine Homologiesuche in der EST-Datenbank des National 
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) untcr Verwendung des BLAST Verfahrenspro- 
gramms verwendet. Es wurde eine Sequenz mit der Bezeichnung EST AA050030 gefunden, die eine fur Calpaine typi- 
sche Sequenz aufweist. Mit Hilfe dieser Sequenz lieR sich ein Klon aus der Maus darstellen, der fur ein Gen kodiert, des- 60 
sen erfindungsgemaBe Genprodukt als neues Calpain die Bezeichnung CAPN6 (= nCL-4) erhielt. Die Nucleinsaurese- 
quenz des Klons nCL-4 ist Sequenz SEQ ID NO: 1 zu entnehmen. Die abgeleitete Aminosauresequenz des Calpains 
CAPN6 ist der Sequenz SEQ ID NO: 2 zu entnehmen. Die unter Beriicksichtigung eines vorhandenen Introns deduzierte 
Aminosauresequenz weist eine typische Calpainsignalur auf, wobei eine Zuordnung zu den bekannten Calpain- Subf ami- 
lien pCalpain, mCalpain, nCL-1 oder nCL-2 aufgrund der geringen Homologie nicht moglich ist. Es handelt sich bei dem 65 
Calpain C/VPN6 urn «n neues bisher unbekanntes Calpain. Die weiteren Untersuchungen mit dieser Sequenz aus Mau- 
sen in der EST-Datenbank lieferte dariiberhinaus noch 4 humane Teilsequenzen (AA169715, C17331, C16980 und 
T39424) mit einer Homology zur Maus C:APN6-Scquenz. Diese Teilsequenzen konnten zu einer fortlaufenden Sequenz, 
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die fur ein 374 Aininosauren langes Protein kodiert, zusammengesetzt werden. Dieser Sequenz fehit sowohl das typische 
6tartcodon fur Methionin als auch das Siopcodon. Bei dieser Sequenz handelt es sich deshaib wohl nur urn eine Teiise- 
qucnz des humanen Orthologue zur klonierten Maussequenz. Die Homologie beider Sequenzen uber die 374 Aminosau- 
ren hegt bei 94,9% (Fig. 1). 

Die von der Gensequenz SEQ ID NO: 1 abgeleitete Proieinsequenz zeigt mit 30% Homologie die groBte Homologie 
zum bekannten Caenorhabditis elegans Gen tra-3 uber die gesamte Aminosauresequenz. Die Homologie zu den anderen 
bekannten vertretbaren Calpainen liegt zwischen 20,9% (Ratten nCL-Z) bis zu 25,4% (Maus mCalpain). In einem Se- 
quenzvergleich nach Lipman -Pearson (Ktupl 2, Gap Penalty 4, Gap Length Pena:Lty 12) zwischen CAPN6 und huma- 
nen CAPNl (= CANl.HUMAN, Aoki et al., FHBS Lett. 205, 1986: 313-317), humanen CAPN2 (= CAN2 HUMAN, 
fot^ ^\oo\ ^^22-8128), Rat.ten.CAPN2 (= CAN2_RAT, Delucaet al., Biochim. Biophys. Acta 

3™ ^^'1' humanen CAPN3 (= CAN3JIUMAN, Richard et al., Cell 81, 27-40) Ratten-CAPN3 (= 
r^^^-?^^' Sonmachi et al., LT. Biol. Chem. 264, 1989: 20106-20111) und Drosophila Calpain (= DMCLPNGCM_1) 
uber Teilsequenzen von 230-520 Aminosauren wurden leicht groBere Homologien von 32.8 bis 39,5% gefunden die 
aber insgesamt gennger als die Homologien zu tra-3 liegen (Fig. 1, Alignment, Clustal method with PAM25 residue 
Ta^a^"^ ^ . ^^'^^ CAPN6 eine ausgepragte Homologie zum kurzlich beschriebenen CAPN5-Calpain auf 

(44,2% HomologieAktenzeichenP 19 718 248.8). 

Sequenzvergleiche zwischen der Maus und humanen CAPN6-Sequenz in verschiedensten Datenbanken eigaben Ho- 
J^^-ioaT" CalpA, Tra-3 und humanen Sequenzen mit den Bezeichnungen C16980, T39424, AA16971, R93331 und 
0 17331 uber deren Funktionen keine Angaben gemacht wurden. Die Sequenzvergleiche wurden mit der Genbank EST- 
und Datenbanken am National Center for Biotechnology Information (http: Hwww.ncbi.nlm.nih.yor) und der Wash-U- 
Datenbank durchg^^ (Homo sapiens). In den Datenbanken wurde auBerdem eine Maus RST-Sequenz mit der Be- 
zeictanung AA050030 und der Bezeichnung als Calpain gefunden. Weitere Angaben konnten den Datenbanken nicht ent- 
nommen werden. Die volktandigen Gensequenzen von AA16971T, R93331, C17331 und AA050030 sind unbekannt. 

Beide Calpaine (CAPN5 und CAPN6) weisen gemeinsame Eigenschaften auf, die sie von den anderen Calpainen un- 
terscheiden. CAPN5 und CAPN6 weisen im Vergleich zu den anderen Calpainen neben einer verkurzten Domane I ein 
verandert^ C--terminales Ende auf, das keine ausgepragte Homologie zur Domane IV der anderen Calpaine hat Im Be- 
rcich dor Domane IV licgt die Konscnsusscqucnz der Ca^^-BindungsstcUc der Calpaine (sog. "EF-hand"). Dicsc Ca^^- 
Bindungsstelle fehlt im Falle von CAPN5 und CAPN6, daB heiBt mogUcherweise wird kein CV+ an der Domane IV ge- 
bunden und die Proteine werden auf anderem Wege aktiviert. Sie sind damit die einzigen Vertebraten-Calpaine, denen 
30 die Calmoduhn ahnliche Domane IV fehlt. 

Die abgeleitete CAPN6-Aminosauresequenz besitzt als weitere Besonderheit ein verandertes katalytisches Zentrum 
Nur der Asn-Rest m Position 284 ist konserviert. Der Cysteinrest in Position 81 und der Histidinrest in Position 252 wur- 
den jeweils gegen Lysin bzw. Tyrosin in der Maus CAPN6-Sequenz ausgetauscht. Dariiberhinaus wurden weitere ausge- 
tauschte Ammosauren beim Veigleich der CAPN6 Sequenzen SEQ ID No, 1 und SEQ ID No. 3 mit dem humanen Cal- 
J^^^ ' ™^ 313-317) im Bereich des katalvtischen ZenUnims identifiziert. So 

smd die Ammosauren Alanin und Threonin in den Positionen 122 und 125 des CAPNl gegen Serin und Alanin in den 
Positionen 88 und 91 im CAPN6 verandert. Ebenfalls verandert sind die Aminosauren Histidin, Alanin, Serin und Tryp- 
tophan in den Positionen 272, 273, 275 und 298 im CAPNl zu Tyrosin, Threonin, Threonin und Leucin in den Positionen 
7^Ai,Z. ^^r^^^t^ CAPN6. Die Zuordnung der Aminosauren an den verschiedenen Positionen der Proteine 
e Al-iN 1 und C APN6 erfolgt durch Sequenzvergleich und Zuordnung der konservierten Regionen der Proteine zueinan- 
der, so daB eine maximale Ubereinstimmung zwischen den Proteinen auf Aminos aureebene erfolgt. So konnen beispiels- 
weise dieselben Sequenzen m unterschiedlichra Proteinen einer Proteinfamilie an schr unterschiedlichen Stellen bzw 
Position lokalisiert werden. 

Die humane CAPN6-Sequenz weist zusatzHch zum Austausch des Cysteinrestes einen Austausch des TVrosins in Po- 
smon 254 gegen Hisddin auf (Tabelle 1). Eine mogliche Brklarung konnte beispielsweise sein, daB CAPN6 eine gegen- 
uber den anderen Calpainen geanderte SubsUratspezifitat hat oder das aktive Zentrum nicht kridsch fur die CAPN6-Funk- 
tion ist, das es ein Hemmstoff anderer Calpaine ist oder das CAPN6 ein Pseudogen ist. Diese letzte Moglichkeit scheint 
autgrund der Vielzahl der konservierten Aminosauren unwahrscheinlich zu sein. Wahrscheinlich kann der Cysteinrest in 
r^^^^^u ' ^^^lysereaktion die Funktion des fehlenden Cysteinrestes in Position 81 ubemehmen. Selbst wenn 

CAFN6 keine Proteaseaktivitat hatte, was sehr unwahrscheinlich ist, so konnte es an regulatorischen Prozessen beteiligt 
sein, moghcherweise m dem es mit anderen Calpainen urn Bindungsplatze an Cofaktoren oder Substraten konkurriert 
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Tabelle 1 



CAPN6 genomische Sequenzen 



Aminosaure Nr. 


81* 


89 


254* 


284* 


286^ 


Maus CAPN6 (129 ES Zellen DNA) 


K 


C 


Y 


N 


L 


Mensch CAPN6 (HeLa Zellen DNA) 


K 


c 


H 


N 


L 


andere Calpaine 


C 


s/c 


Y 


N 


W 



* Amiiiosauren des aktiven Zentrums (Arthur et al,, FEBS Lett. 

368, 1995: 397 - 400) ^5 

1 niedrige Aktivitat ohne Leucin In m-Calpain (Arthur et al,, 
FEBS Lett, 368, 1995: 397 - 400) 

Tra-3 ist an der Geschlechtsbestimmung von Caenorhabditis elegans beteiligt. In eincr Kaskade von mehreren Genen 
und deren Genprodukten entscheidet lra-3 mit dariiber, ob sich Caenorhabditis Mannchen oder Hermaphroditen entwik- 20 
keln (Kuwabara P.E. et al., TIG, Vol. 8, No. 5, 1992: 164-168). Tra-3 scheint an der Spermatogenese beteiligt zu sein. 
Die Konservierung der Aminosauren in den verschiedenen Domanen zwischen Maus CAPN6 und traS betragt 39,2%; 
42,0%; 30,9% und 22% jeweils fur die Domanen I, n, IE und T. 

Ausgehend von aus (la) 17 Mausembryo mRNA abgeleiteten cDNA konnte mit Hilfe einer modifizierten RACE-Me- 
thode (= rapid ampUfication of cDN A ends) nach Frohman et al. (Pfoc. Natl. Acad, Sci. USA 85, 1 988, 8998-9002) bzw. 25 
Edwards et al. (Nucl. Acids Res. 19, 1991, 5227-5232) unter \ferwendung der oben genannlen Primer (Cal6 und Cal9) 
sowic Scqucnzcn, die sich vom EST AA050030 ablcitcn, die Gcsamtscqucnz dcs Kloncs CAPN6 klonicrt wcrdcn. Die 
SEQ ID No. 1 kodiert fur ein Protein mit 641 Aminosauren und einem Molekulaigewicht von 74,6 kDa. Dem Startcodon 
Methionin ist eine typische Sequenz fiir den Translationsstart voigelagerl. Die Richtigkeit der Sequcnz wurde durch Se- 
quenzierung mehrerer cDNA-Klone mit der gen arm ten Sequenz bestatigt. 30 

Fig. 2 gibt die Homologien zwischen Maus CAPN5 (= nCL-3), human CAPN5 (= nCL-3), Maus CAPN6 (= nCL-4) 
und humanen CAPN6 (= nCL-4) wieder. Fig. 2 zeigt auBerdem die Sequenzen von Caenorhabditis tra-3, humaneri p94, 
Maus m-Calpain, humanen p-Calpain und Ratten nCL-2, Aminosauren, die zwischen den verschiedenen Calpainen und 
CAPN6 ubereinstimmen sind durch dunkle Kastchen gekennzeichnet Striche deuien Lucken an, die um eine maximale 
Ubereinstimmung der Sequenzen zu ^reichen, eingefuhrt wurden. Aus der humanen p94-Sequenz wurden zwei Sequen- 35 
zen der Ubersichtlichkeit wegen entfemt. Diese Bereiche wurden mit = gekennzeichnet. Die konservierten Aminosauren 
des katalytischen Zentrums wurden mit Pfeilen markiert. Die CAL6 und CAL9 entsprechenden AminosaurerSequenzen 
wurden unterstrichen. Die Domanenbezeichnungen wurden uber den relevanten Sequenzsegmenten angegeben. 

Fig. 3 gibt den phylogeneiischen Stammbaum der verschiedenen Calpaine wieder. Die phylogenetischen Analysen zur 
Aufstellung dieses Stammbaums wurden unter Verwendung der nachsten Nachbar-Meihode (Saitou et al. Mol. Biol. 40 
Evol. 4, 1987, 406-425) unter AusschluB der Lucken durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser phylogenetischen Analysen konnten 
die Vertebraten-Calpaine in sechs verschiedene Gruppen aufgeteilt werden (Fig. 3, rechte Seite). Die Nicht-Vertebraten- 
Calpaine lassen sich der CAPN5-(= nCL-3-) und CAPN6-(= nCL-4-)Gruppe als nachste Nachbam zuordnen und stehen 
in einer eigenen Gnippe. Die CAPN5 und CAPN6 Gene bilden damit je eine eigene Gruppe von Calpainen, die eine gro- 
Bere Ahnlichkeit zu Invertebraten Calpaine haben als zu Vertebraten Calpaine, Die Lange der horizontalen Linien ist pro- 45 
portional zur phylogenetischen Entfemung der verschiedenen Calpaine. Die Lange der vertikalen Linien ist ohne Bedeu- 
tung. Die fur die Aufstellung des phylogenetischen Stammbaums verwendeten Sequenzen haben die folgenden SWISS- 
PROT- und EMBL-Nummem ("accession numbers"): Mensch m (P17655), p (P07384), p94 (P20807); Ratten m 
(Q07009), nCL-2 (D14480), p94 (P16259); Maus p94 (X92523); Huhner m (D38026), p (D38027), p/m (P00789), p94 
(D38028); Nematoden tra-3 (U12921); Drosophila Calp A (Ql 1002) und Dm (X78555), Schistosoma (P27730). Die hu- 50 
mane nCL-2-Teilsequenz entspricht der Tranlation des EST-Klon AA026030 (HelUer et al., 1995, The Wasch U-Merck 
EST-Projekt). 

Die abgeleitete Aminosauresequenz des EST-Klon AA026030 weist eine hohere als iibliche Homologie nach dieser 
Analyse zur Ratten nCL-2-Sequenz auf . Da hier nur eine Teilsequenz fiir die Analyse verwendet wurde, hat der fiir nCL- 

2 erhaltene phylogenetische Stammbaum eine hohere Ungenauigkeit. Die Nematoden CPLl-Sequenz ist die korrigierte 55 
Version wie sie von Bames und Hodjkin (EMBOLI, 1996, 15: 4477-4484) verwendet wurde. 

Die ersten 7 Exons wurden, wie sie aus der EMBL-Datenbank (Accession No. L25598) zu enuiehmen sind, verwen- 
det, wahrend die letzten 5 Exons durch Verbindung der Nucleotide 8028-8133, 8182-8239, 8729-8818, 8865-8983 und 
9087 bis zum Ende erhalten wurde. Die abgeleitete N-terminale Sequenz ist aufgrund ihrer Lange und ihrer vielen Gly- 
cinreste fiir Calpaine ungewohnlich. ^ 

Das erfindungsgemaBe neue gewebsspezifische Calpain CAPN6 wird nur im Gewebe aus der Placenta exprimiert 
(Fig. 4). Die menschliche Placenta ist ein rasch wachsendes und sich schnell ausdifferenzierendes Organ. Sie wird des- 
halb auch als "premalignes Gewebe" bezeichnet, da sie ein hochinvasives Gewebe ahnlich dem von malignen Tbmoren 
ist. 

Proieasen spielen ein zentrale RoUe bei der Entwicklung und Differenzierung von Zellen und damit auch in der Pla- 65 
zenta. Die Plazenta ist reich an Proteasen und Proteaseinhibitoren, die in einem ausgewogenen Gleichgewicht die Ent- 
wicklung der PlazenU ermoglichen. CAPN6 scheint hier eine wichtige Rolle als Protease zu spielen und/oder ist mogli- 
cherweise an der Regulation anderer (^alpain-C^ystein-Proteasen beteiligt. 

5 
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• moglicherweise bei Krankheitsprozessen der Placenta wie der Gestose (= Praeklampsie) eine Rolle die 

in 5 bis 7% aUer Schwangerschaften auftritt. Praeklainpsie (= schwangerschaftsinduzierter Bluthochdruck) ist eine der 
hautigsten schwangerschattsbedingten Komplikationen, charakterisiert durch Hypertonic und Proteinurie, haufio kombi- 
niert init erzessiven Odeiiien und unter Umstanden mit Krampfanfallen. Praeklampsie wiihrend der Schwangerschaft ist 
eine wichtige Ursache tiir den Tod von Mutter und Kind, von Fruhgeburten oder in leichteren Fallen von Unteremahrung 
Oder Wachstumsstorungen des Einoryos. Es handelt sich urn ein multifaklorieUes Geschehen an dem beispielsweise ge- 
neiische Faktoren (rezessive oder dominante Gene), die mutterUche Immuntoleranz, Vasodilator/Vasoconstriktorun- 
gleichgewichie und vermutlich auch CAPN6 beteiligt isL 

Frauen, die an Praeklampsie erkrankt sind, zeigen einen veranderten Vasopressinase- und Angiotensinasespieeel der 
moghcherweise durch CAPN6 regulativ beeinfluBt wird. f ♦ 

Eine weitere moglichc Funktion von CAPN6 konnte die Regulation des Abbaus von Somatostatin. Glucagon und 
Wachstumshormon in der Placenta sein und damit das Wachstum des Foetus beeinflussen. Auch der Abbau von mutter- 
lichem Serumpmteinen konnte durch CAPN6 beeinfluBt werden. die ebenfalls das Wachstum des Foetus stimulieren 

Moghcherweise nimmt CAPN6 am komplexen Geschehen der Plazentaschleimhaut wahrend der Embryogenese teil 
und steuert «> die durch z. B. TNFa und rFNyinduzierte Apoptose der Throphoblasten, in dem es andere Calpaine resu- 
liert. CAPN6 schemt damit an der Embryonalentwicklung beteiligt zu sein. 

T u^'.^'' Ideiitifizierung von selekuven Calpaininhibitoren sind moglichst spezifische Verfahren zur Identifizierung der 
Inhibitoren erforderlich. Wichug dabei ist, daB die selektierten Inhibitoren nur das gewOnschte oder die gewUnschten 
Calpaine hemmen, nicht jedoch andere Cystein-Proteasen und damit in physiologische Prozcsse eingreifen. 

Die auf ihre inhibitonsche Aktivitat hin zu prUfenden Ifestsubstanzen konnen beispielsweise chemische Substanzen. 
r>iifrfpM^'^".'' ?"f ^J"^*^ "^^^^^ Ublicherweise neben den Test auf ihre Inhibitoraktivitat gegen- 

uber CAPN6, Calpain I und/oder H auf ihre Aktivitat gegenuber Cathepsin B oder andere ITiiolproteasen getestet 

Idealerweise sollten gate Inhibitoren keine oder nur geringe Aktivitat gegenuber Cathepsin B, L. Elastase, Papain 
Chymouypsin oder andere Cystein-Proteasen aufweisen, aber eine gute Aktivitat gegenuber den Calpainen I und H auf- 

Durch das erfindungsgemiiBe neue gewebsspezifische Calpain CAPN6 konnen mit den crfindungsgemaBen Verfahren 
Inhibitoren idcnufizicrt wordcn, die zu ihrcr inhibitorischcn Wirkung zwischcn den vcrschicdcncn Calpainen Calpain I. 
LL,nCL-l nCL-2 und/oder nCL-4diskriminieren konnen. 

Die vorschiedenen Inhibilortests warden dabei wie folgt durchgefUhrt: 

Cathepsin B-Test 

Die Cathepsin B-Hemmung wurde analog einer Methode von S. Hasnain et al., LT. Biol. CTiem 199^ '>68 235-'>40 
bestinimt. " ' ' " 

® (Cathepsin B aus menschUcher Leber von der Firma Calbiochem, verdunnt auf 5 Units in 
500 pM Puffer) werden 2 pi emer Inhibitorlosung, hergesteUt aus der zu testenden chemischen Substanz, einem mikro- 
pflanzhchen Extrakt und DSMO (Endkonzentration: ICQ pM bis 0.01 pM) zugegeben. Dieser Ansatz wird 
li2 Minuten bei Raumtemperatur (= 2500 vorinkubiert und anschlieBend die Reaktion durch Zugabe von 10 ul 10 
mM Z-Arg-Arg-pNA (in Puffer mit 10% DMSO) gestartet. Die Reaktion wird .30 Minuten bei 405 nm imMikrotiterplat- 
tenreader verfolgt. Aus den maximalen Steigungen werden anschUeBend die IQo's bestimmL 

Calpain I und II-Test 

Die Aktivitat der Calpaininhibitoren wurde in einem colorimetrischen Tfesl mit Casein nach Hammarsten (Merck 
Darmstadt) akSubsU-at untersucht. Der Test wurde in MikrotiteiplaUen. entsprechend der Veroffentlichung von Buroker- 
Sifh^J!^ /r'", ""^i?^^^^ <l"'^'=hgefuhrt. AIs Enzyme wurde Calpain I (0,04 U/Test) aus 

Erythrozyten und Ca^pam II (0,2 UHfest) aus Nieren. beide vom Schwein, der Firma Calbiochem, benutzt. Die zu testen- 
den Substanzen wurden irnt dem Enzym fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei eine Konzentration von 
1 % des Losungsniittels DMSO nicht uberschritten wurde. Nach Zugabe des BicvRad Farbreagenz erfolgte die Messung 
der optischen Dichte bei 595 nm in dem Easy Reader EAR 400 der Firma SLT. Die 50%ige Akdvitat des Enzyms ergibt 
sich aus den opuschen Dichten, die bei der maximalen Aktivitat des Enzyms ohne Inhibitoren und der Aktiviffit des En- 
zyms ohne Zugabe von Kalzium bestimmt wurden. 

Die Aktivitat von Calpaininhibitoren kann femer mit dem Substrat Suc-Leu-Tyr-AMC bestimmt werden. Diese fluo- 
ninetiische Methode ist bei Zhaozhao Li et al , LT Med. Chem. 1993. .36, 3472-3480 beschrieben 

Da Calpaine intrazellulare Cysteinproteasen sind, mussen Calpaininhibitoren die Zellmembran passieien, um den Ab- 
bau von intrazeUularen Proteinen durch Calpain zu verhindem. Einige bekannte Calpaininhibitoren, wie zum Beispiel E 
64 und Leupeptin, uberwmden die Zellmembranen nur schlecht und zeigen dementsprechend, obwohl sie gute Calpai- 
mnhibitoren darstellen nur schlechtc Wirkung an ZeUen. Es ist deshalb vorteilhaft einen zusatzUchen Tfcst fto die Mem- 
brangangigkeit von potentieUen Calpaininhibitoren wie den humanen Plattchentest durchzufuhren. 

Plattchen-Test zur Bestimmung der zeUularen Aktivitat von Calpaininhibitoren 

^Q^'-^^fiVni"^^^^^u^^^^" Proteinen in Plattchen wurde, wie von ZhaozhaoLi et al., LT. Med. Chem., 36, 
i^- ; 1 « ^c"\ f t; '^"•^hgefuhrt. Humane Plattchen wurden aus frischem Natrium-Citrat-Blut von Spendem 

isohert und in Puffer (5 mM Hepes, 140 mM NaCl und 1 mg/ml BSA, pH 7.3) auf 10^ ZeUen/ml eingesteUt 
. iAllvlt" ^ "^^'i^"" ^5 ^ Minuten in 1 pi an verscWedenen Konzcntrationen an potentieUen Inhibitoren (gelost 

in DMSO) vonnkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von Kalziumionophor A 23187 (1 pM im Test) und Kalzium (5 mM 
im Tfest) und erne weitere Inkubation von .5 Minuten bei 37''C:. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die Plattchen in 
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SDS-Page Probenpuffer aufgenommen, 5 Minuten bei 95*'C gekocht und die Proteine in einem 8%igen Gel aufgetrennt. 
Der Abbau der beiden Proteine Actin bindendes Protein (= ABP) und Tal in wurde durch quantitative Densitometrie ver- 
folgt. Nach der Zugabe von Kalziunn und lonophor verschwanden diese Proteine und es entstanden neue Banden von 
kleiner 200 Kd Molekulargewicht. Daraus wird die halb maximale Enzymaktivitiit mit oder als Kontrolle ohne Inhibitor 
bestimmt. ^ 

Ebcnfalls geeignet fur die Testung der Membrangangigkeit sind Gewebsteile wie Gehimschnitte oder Zellkulturen. 

Test auf Hemmung gegenuber CAPN6 wird in Zellen durchgefuhrt, die dieses Protein exprimieren und sich dieses mit 
einem spezifischen Antikorper nachweisen laBt. Werden Zellen mit z. B: Kalzium und dem entsprechenden lonophor sti- 
muliert, fiihrt dies zu einer Aktivierung von CAPN6. Takaomi Saido beschrieb 1992 im LI'. Biochem. Vol. 11, 81-86 die 
autolyiische Transition von ^t-Calpain nach Aktivierung und der Nachweis mit Antikorpern. Entsprechende Antikorper to 
werden fur den Nachweis von CAPN6 erzeugt, Calpain-Inhibitoren verhindem die autolytische Transition und eine ent- 
sprechende Quantifizierung ist mit Antikorpern moglich. 

Neben den heschriebenen in vitro Tests so wie dem zellularen Plattchentest eignen sich alle weiteren deni Fachmann 
bekannten Calpaintests wie der Test auf Hemmung des Glutamat induzierten Zelltods an corticalen Neuronen (Maulucci- 
Gedde M.A. et al., LT, Neurosci. 7, 1987: 357-368), der Kalzium-vermittelte Zelltod in NT2-Zellen (Squier M.K.T. et 15 
aL, LT. Cell. Physiol, 159, 1994: 229-237, Patel T. et al., Faseb Journal 590, 1996: 587-597) oder die Analyse in Ge- 
websproben nach Abbauprodukten von Proteinen wie Spectrin, MAP2 oder Tau (Ami Arai et aL, Brain Research, 1991, 
555, 276-280, James Brorson et al.. Stroke, 1995, 26, 1259-1267). 

Fur die in viU-o-Tests von CAPN6 wird das Calpain CAPN6 oder seine tierischen oder sein humanes Homologes aus 
Geweben oder Zellen in denen das Enzym ublicherweise oder artifizieU (z. B. durch rekombinante Expression) expri- 20 
miert wird wie vorteilhafterweise das Placenta oder aus Zellen oder Mikrooiganismen, die mindestens eine CJenkopie 
und/oder einen Vektor mit mindestens einer Genkopie des CAPN6-Gens, sein^ allelischen Varianlen oder Analoge ent- 
halten, aufgereinigt und als RohexUrakt oder als reines Enzym verwendet. 

Fur die erfindungsgemaBen Verfahren werden die verschiedenen Calpaininhibitortests vorteilhafterweise in Kombi na- 
tion mit dem Test auf Henmiung der CAPN6-Enzymaktivitat durch potentielle Inhibitoren durchgefuhrt. Dabei werden 25 
Inhibiloren so ausgewahlt, daB sie ratweder nur das Enzyiii CAPN6 hemiiien und nicht die andercn Calpaine oder um- 
gcdrcht nur die andercn Calpaine und nicht das Enzym CAPN6 oder das Enzym CAPN6 und mindestens cin wcitcrcs 
Calpain. Inhibitoren gegen CAPN6 konnen vorteilhafterweise im Falle von Gestose verwendet werden. 

Die verschiedenen Inhibitortests werden dabei so ausgefuhrt, das neben dem Test auf die inhibierende \Wrkung der 
Testsubstanz gegenuber CAPN6, Calpain I und/oder 11 als Kontrolle die Tests ohne die Testsubstanz durchgefuhrt wird. 30 
Durch diese Testanordnung lassen sich einfach die inhibitorischen Wirkungen der Testsubstanzen erkennen. 

Ein weiteres erfindungsgemaBes Verfahren verwendet CAPN6 oder dessen allelische Varianten, Analoge oder synthe- 
tischen Derivate vorteilhafterweise zum Schutz vor der enzymatischen Wirkung anderer Calpaine. 

Ein weiteres erfindungsgemaBes Verfahren verwendet das Enzym CAPN6 zum Screening nach neuen Calpaininhibi- 
toren, wobei diese Inhibitoren vorteilhafterweise generell alle Calpaine oder einzelne Calpaine wie Calpain I, II, nCL- 1 , 35 
nCl-2 oder CAPN6 hemmen konnen. Die verschiedenen Testsubstanzen konnen dabei einzeln oder parallel in Testsyste- 
men getestei werden. Vorteilhafterweise werden die Testsubstanzen in parallelen, automatisierten Testsystemen auf ihre 
inhibitorische Wirkung bin gescreent. 

Fur die Inhibitortests sind generell alle Substanzen geeignet. So stammen die Substanzen beispielsweise aus der klas- 
sischen chemischen Synthese, aus der Kombinatorik, aus mikrobiellen, tierischen oder pfianzlichen Extrakten. Unter mi- 40 
krobiellen Extrakten sind beispielsweise Fermentationsbriihen, Zellaufschlusse von Mikrooiganismen oder SubstanzCTi 
nach Biotransformation zu verstehen. Auch Zellfraktionen sind fiir die Tests geeignet. 

Fur die Klonierung des CAPN6-Gens oder seiner tierischen Homologen oder seines humanen Homologen, seiner al- 
lelischen Varianten oder Analogen eignen sich alle prokaryonischen oder eukaryontischen Expressionssysteme, die zur 
Isolierung eines enzymatisch aktiven Genprodukts geeignet sind. Bevorzugt werden Expressionssysteme, die eine Ex- 45 
pression der CAPN6-Gensequenzen in bakteriellen, pilzlichen oder tierischen Zellen ganz besonders bevorzugt in Insek- 
tenzellen ermoglicht. Unter enzymatisch aktivem Genprodukt sind CAPN6-Proteine zu verstehen, die direkt nach Isolie- 
rung aus dem Expressionsorganismus wie beispielsweise aus einer prokaryotischen oder eukaryotischen Zelle oder nach 
Renaturierung ein akii ves Protein eigeben, das in der Lage ist mindestens ein bekannies Calpainsubstrat wie die oben ge- 
nannten oder iiber Autokatalyse sich selbst zu spalten. 50 

Fiir die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat sind alle dem Fachmann bekannten Calpaintests wie in vitro-Tests 
wie die oben heschriebenen Tests fiir Calpain I und H oder zellulare Tests wie der Plattchentest geeignet. Dabei konnen 
als Detektionsmoglichkeit Tests verwendet werden, die auf Basis eines colorimeuischen Assays (Buroker-Kilgore M, et 
al.. Anal. Biochem. 208, 1993: 387-392) oder auf Basis eines Huoreszenz- Assays beruhen. 

AuBerdem sind auch alle Teilsequenzen, die das katalytische ZenUiim des CAPN6 Gens und/oder weitere Sequenzen 55 
des CAPN6 Gens und/oder andere Calpaingensequenzen und/oder andere Sequenzen enthalten und enzymatische Akti- 
vitat zeigen, unter enzymatische aktivem Genprodukt von CAPN6 zu verstehen. 

Unter Wirtsorganismen sind alle prokaryotischen oder eukaryontischen Organismen, die als Wirtsoiganismcn geeig- 
net sind, sind beispielsweise Bakterien wie Escherichia coli. Bacillus subtilis, Streptomyces lividans. Streptococcus car- 
nosus, Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pilze wie A.speigillus niger, TnsektenTcllen 60 
wie Spodoptera frugiperda, Trichoplusia-Zellen oder alle anderen Insektenzellen, die fur eine virale Expression geeignet 
sind, Oder tierische Zellen wie CVl, COS, C127, 3T3 oder CHO oder humane ZeUen zu verstehen. 

Unter Expressionssysteme sind die Kombination aus den oben beispielhaft genannten Expressionsoiganismen und den 
zu den Organismen passenden Vektoren wie Piasmide, Viren oder Phagen wie das T7 RNA Polymerase/Promoter Sy- 
stem Oder Vektoren mit regulatorischen Sequenzen fur den Phagen X, zu verstehen. 65 

Bevorzugt sind unter dem Begriff Expressionssysteme die Kombination aus Escherichia coli und seinen Plasmiden 
und Phagen oder das Baculovirus-System und die entsprechenden Insektenzellen wie Spodoptera frugiperda zu verste- 
hen. 

7 

BNSDOCID: <DE 1973710SA1J_> 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



DE 197 37 105 A 1 

reg^^^risSS!fr„itgS^^^^ CAPN6-Ge„s sind auBerdem weicere 3" und/oder 5, Terminale 

weS^^aS 'Ct^ot'" ^"''"""T Expression des CAPN6 Gens er^oglichen. Dies kann beispiels- 

noiL^M^r^lh^T'Ti^^'"- ^"^T" ''T"^" vorzugsweise die CAPN6 Genexpression positw beein- 
si^pfon^tei erfouen ^ H. t"^ Y^':^'^kung der regulatorischen Elemente vorteilhaftenveise auf der Tran- 

reiB DMA "^'J^^^ vorgeschaltetem Promotor bzw. mit oder ohne Regulatorgen konnen ein oder meh- 

r. ^ ^ ""^^d^'^ nachgeschaltet sein, so da6 das Gen in einer GensS-uktur enthaltenTst 

X" '^'^^h'^ y'^'^'-Sf n die in vitro-Tcsts zur Vcrfugung gcstcUt wcrdcn. ' 
gen^Se?DNA^erTnNr "^^^ S"."'"'^ f " ''"'"'""^ "^'"^l^g ^^^^^ vorteilhaftenveise ausgehend von 

i^^her TVMA ....H K u ^^^^ klomeien, bevorzugt ISBt sich CAPN6 unter Verwendune von senom- 

LfoSr?n " ""'"-^ Verwendung von genomischer DNA aus MauszeUen o^er huliI^en^Sn 

EsSJeriltSmmDHlS A^V^* beispielsweise aUe Escherichia coli-Sta,„me. bevorzugt der 

EscheSa gSnef^?.!^. Sf^r "Z.*^^- aUe Vektoren geeignet, die fur die Expres Jon in 

o Jfol'erung und Sequenzierung sind CAPN6-Gene mit NuWeotidsequenzen eAaldich die fur die in SEO ID NO- 

L"fS:n"dte'^" WsTmTr ^Uelvariantionen kodieren'unter AUelvStetJ'dSNl^arn 

fm^ V . ^ Homologie auf Aminosaureebene, bevorzugt 70 bis 100% ganz besonders bevorauet 80 

odi iLriviin ,oSr„dS,1iI? ■^*A.I-A«-I^I«.-<ily ™ a«* ta <to, CAPNMi™.,, Analog., 

tiH^l^Lc^K^^^uT' ^ng^gel'enen Nukleotidsequenz voigeschalten ist, kann durch ein oder mehrere Nukleo- 

«slsX2 Lt^er^r^^^^^ sy^thetischen Ur- 

leia^nTc 7 ^ . ^ ftmschlag), Entzundungen, Muskeldystrophien. Katarakten der Augen (Grauer Star) Vfer- 
LS^LtonSh ^"•''^^r^K'"™' Alzheimer Krankheit, HIV-induzierte Neuropathy ^^^^^^^^^ 

^"n'J^^eTB.t:tS^^^^^ Medikatx^enten zur Bebandlung vo/Kr^khffrrpt 

od^LrGSEBf -8"- vorteilhaftenveise auch zur Diagnose von Krankheiten 
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Beispiele 
Beispiel 1 

KJonierung des C APN6-Gens 5 

Die Maus CAPN6 Sequenz (EMBL accession number Yl 2583) wurde mil der RACE Methode unter Verwendung von 
Tag 17 Mauseeinbryonen und Primersequenzen, die von der Sequenz LAST AA050030 abgeleitet wurden, cloniert. Ein 
Plasmidklon, der die entsprechenden HST-Sequenzen enthielt wurde vom l.M.A.G.H consortium (Research Genetics 
Inc.) erhalien. Das humane CAPN6-Homologe wurde iiber eine Homologierecherche in der EST-Davenbank unter Ver- lo 
wendung der Mausproieinsequenz und des tblastn-Algorithmus erhalten. Die gefundenen Teilsequenzen konnten zu ei- 
ner unvollstandigen Sequenz des humanen CAPN6 mil einer Lange von 1083 Nukleotiden zusammengefugt werden 
(SRQTDNO: 3). 

Beispiel 2 15 

Expression des CAPN6-Gens in verschiedenen Geweben 

Die Expression des CAPN6-Gens in den verschiedenen Geweben wurden mit Hilfe eines 32 P-markierlen humane 
cDNA-Fragments mit einem humanen RNA Master Blot der Finna Clontech, welcher RNA 50 verschiedener Gewebe 20 
enthalt, ermittelt. Die Hybridisierung und die hochstringenten Waschbedingungen wurden entsprechend den Vorschrif- 
ten des Herstellers durchgefuhrt. Als CAPN6 cDNA-Fragment wurde eine 2,2 kb EcoRI/XhoI-Fragment, das das EST 
AA050030 beinhaltet fur die Expressionsexperimente verwendet. CAPN6 wurde nur in Gewebe aus der Placenta expri- 
miert (siehe Fig. 4). Als Kontrolle wurde der Blot mil einer humanen Ubiquitin DNA Probe um die RNA Beladung zu er- 
mitteln. 25 

3. Beispiel 

Lokalisierung des CAPN6 Gens auf dem Chromosom 

30 

Die Lokalisierung des Gens im Mensch erfolgte mit Hilfe des NIGMS Mensch/Nager somatischen Zellhybrid "map- 
ping panel" (Coriell Cell Repositories). Als Primer-Sequenzen fur die PCR-Reaktion wurden folgende Primer verwen- 
det : 5'-gttgaaactgattggggtctg-3' und 5,-ctgtcttcccaaggggtttclc-3'. Die PGR- Amplification wurde mit einer "Annealing"- 
Temperatur von 58"C durchgefuhrt und fiihrte zu einem 200 bp Fragment. Die Ergebnisse wurden auf Ubereinstinimung 
zwischen der Anwesenheii von menschlichen Chromosomen und dem PCR-Produkt untersucht. Die genaue Lokalisie- 35 
rung des Gens im menschlichen Chromosom erfolgte mit Hilfe des "Stanford G3 RH Panel" (Research Genetics) und 
Ubermittelung der PCR-Ergebnisse an den Lokalisierungsservice des Stanford Human Genome Center (http://www.- 
shgc.stanford.edu). Das Mensch CAPN6-Gen wurde auf dem X-Chromosom gekoppelt mit dem Marker DXS7356 ge- 
funden. 

40 

4. Beispiel 
Cathepsin B-Test 

Die Cathepsin B-Hemmung wurde analog einer Methode von S. Hasnain et al., LT. Biol. Chem. 1993, 268, 235^40 be- 45 
stimmt. 

Zu 88 pL Cathepsin B (Cathepsin B aus menschlicher Leber (Calbiochem), verdunnt auf 5 Units in 500 yM Puffer) 
werden 2pL einer Inhibitor-Losung, heigestellt aus Inhibitor und DMSO (Endkonzentrationen: 100 pM bis 0,01 pM). 
Dieser Ansatz wird fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur (25°0 vorinkubiert und anschlieBend die Reaktion dutch Zug- 
abe von 10 pL 10 mM Z-Arg-Arg-pNA (in Puffer mit 10% DMSO) gestartet Die Reaktion wird 30 Minuten bei 405 nM 50 
im Mikrotiterplattenreader verfolgL Aus den maximalen Steigungen werden anschliefiend die IC50 bestimmt. 

5. Beispiel 

Calpain-Test 55 

Die Aktivitat der Calpain Inhibitoien wurde in einem colorimetrischen Test mit Casein nach Hammarsten (Merck, 
Darmstadt) als Substrat untersucht. Der Test wurde in der.Mikrotiterplattc, entsprechend der Veroffentlichung von Buro- 
ker-Kilgore und Wang in Anal. Biochemistry 208, 387-392 (1993), durchgefuhrt. Als Enzym wurde CAPN6, welches in 
einem der oben beschriebenen Sysremen exprimiert und anschlieBend gereinigt wurde, verwendet. Die SuKstanzen wur- 60 
den mit dem Enzym fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei eine Konzentration von 1% des Losungsmit- 
tels DMSO nicht uberschritten wurde. Nach Zugabe des Bio-Rad Farbreagenz erfolgte die Messung der optischen Dichte 
bei 595 nm in dem Easy Reader EAR 4(X) der Firma SLT. Die 50%ige Akti vital des Enzyms ergibt sich aus den optischen 
Dichten, die bei der maximalen Akti vital des Enzyms ohne Inhibitoren und der Aktivital des Enzyms ohne Zugabe von 
Kalzium bestinunt wurden. 65 
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6. Beispiel 

Plattchen-Testzur Bestimmung der zeliuiaren Aktivitat von Calpain-Inhibiloren 
' 36^47^' S h!.?h -^f Abbau von Pro.einen in Plat.chen wurde, wie von ZhaozhaoLi e. al., IT. Med Chem 1993 

J>^<j^ p»-^K^„«. «• r J iviinuLen oei .1 / L-. iNach einem Zentnfugaiionsschntt wurden die Plattchen in SDS^ 

1 n"h L zSi^^^^^ ""'^ d"-" quantitadvlDensito^elrie verfo^! 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellschaft 

(B) STRASSE: Carl Bosch Strasse 

(C) ORT: Ludwigshafen 

(D) BUNDESLAND: Rheinland-Pf alz 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHIi: D-67056 

(ii) ANMELDETITEL : Neue gewebsspezif ische Calpaine, ihre 
Herstellung und Verwendung 

(iii) ANZAHIi DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 2069 Basenpaare 
(B> ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNIilCHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Mus musculus 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CDON: CAPN6 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHIiUSSEL: 5'UTR 

(B) LACE: 1..129 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 130. .2055 
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DE 197 37 105 A 1 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 3'UTR 

(B) DAGE: 2056, ,2069 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GGGGTTACCT GGCTAAGAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG CAGCAGCAGT AGCAGCAGCA 60 

GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA GCAGGGTTCC TGAGCTAACT CAGACCTAGT 120 

TTGATAGCA ATG GGT CCT CCT CTG AAG CTC TTC AAA AAC CAG AAG TAG 168 
Met Gly Pro Pro Leu Lys Leu Phe Lys Asn Gin Lys Tyr 
15 10 

CAA GAA CTG AAG CAG GAG TGC ATG AAG GAT GGC CGC CTT TTC TGT GAC 216 
Gin Glu Leu Lys Gin Glu Cys Met Lys Asp Gly Arg Leu Phe Cys Asp 
15 20 25 



CCA ACC TTC CTA CCG GAG AAT GAT TCT CTG TTT TTC AAC CGG CTG CTT 264 
Pro Thr Phe Leu Pro Glu Asn Asp Ser Leu Phe Phe Asn Arg Leu Leu 
30 35 40 45 

CCT GGG AAG GTG GT6 TGG AAG CGT CCA CAG GAC ATT TCT GAT GAC CCC 312 
Pro Gly Lys Val Val Trp Lys Arg Pro Gin Asp He Ser Asp Asp Pro 
30 50 55 60 

CAC CTG ATT GTG GGC AAC ATC AGC AAC CAC CAG CTG ATC CAG GGC AGA 360 
His Leu He Val Gly Asn lie Ser Asn His Gin Leu He Gin Gly Arg 
65 70 75 

TTG GGG AAC AAG GCA ATG ATC TCT GCA TTT TCC TGT TTG GCT GTT CAG 408 
Leu Gly Asn Lys Ala Met He Ser Ala Phe Ser Cys Leu Ala Val Gin 
80 85 90 

GAG TCA CAC TGG ACA AAG GCA ATT CCC AAC CAC AAG GAT CAG GAA TGG 456 
Glu Ser His Trp Thr Lys Ala He Pro Asn His Lys Asp Gin Glu Trp 
95 100 105 

GAT CCT CGA AAG CCA GAG AAA TAG GCT GGA ATC TTT CAC TTC CGC TTC 504 
Asp Pro Arg Lys Pro Glu Lys Tyr Ala Gly He Phe His Phe Arg Phe 
110 115 120 125 

TGG CAT TTT GGA GAA TGG ACC GAG GTG GTG ATT GAT GAC TTG CTT CCC 552 
Trp His Phe Gly Glu Trp Thr Glu Val Val He Asp Asp Leu Leu Pro 
130 135 140 

ACC ATC AAC GGA GAT CTG GTC TTC TCA TTC TCC ACC TCC ATG AAT GAG 600 
Thr He Asn Gly Asp Leu Val Phe Ser Phe Ser Thr Ser Met Asn Glu 
145 150 155 

TTT TGG AAT GCT CTA CTG GAA AAA GCG TAT GCA AAG CTG CTG GGC TGT 648 
Phe Trp Asn Ala Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu Leu Gly Cys 
160 165 170 
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TAT GAG GCT TTG GAT GGT CTG AGO ATC ACT GAT ATC ATC ATG GAG TTC 696 
Tyr Glu Ala Leu Asp Gly Leu Thr lie Thx Asp lie lie Met Asp Phe 

175 180 185 _ 

ACT GGC ACA CTG GCT GAA ATC ATT GAC ATG CAG AAA GGA CGA TAG ACT 744 
Thr Gly Thr Leu Ala Glu lie lie Asp Met Gin Lys Gly Arg Tyr Thr 
190 195 200 205 

10 

GAT CTT GTT GAG GAG AAG TAG AA6 CTG TTT GGA GAA CTG TAG AAA ACG 792 
Asp Leu Val Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr 
210 215 220 

15 

TTC ACC AAA GGA GGT CTA ATT TGC TGC TCC ATT GAG TCT CCC AGC CAG 840 
Phe Thr Lys Gly Gly Leu lie Cys Cys Ser He Glu Ser Pro Ser Gin 
225 230 235 

'>0 

GAG GAA CAA GAA GTT GAA ACA GAC TGG GGA CTA CTG AAG GGT TAT ACC 888 " 

Glu Glu Gin Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly Tyr Thr 
240 245 250 

TAG ACC ATG ACT GAT ATT CGC AAG CTC CGT CTC GGA GAA AGA CTT GTG 936 25 

Tyr Thr Met Thr Asp He Arg Lys Leu Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val 
255 260 265 

GAA GTC TTC AGT ACT GAG AAG CTG TAT ATG GTT CGC CTA AGG AAC CCA 984 30 

Glu Val Phe Ser Thr Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro 
270 275 280 285 

TTG GGA AGA CAG GAA TGG AGT GGC CCC TGG AGT GAA ATT TCA GAG GAG 1032 3. 

Leu Gly Arg Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu 
290 295 300 

TGG CAG CAA CTG ACT GTA ACA GAT CGC AAG AAC CTA GGA CTT GTT ATG 1080 

40 

Trp Gin Gin Leu Thr Val Thr Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met 
305 310 315 

TCT GAT GAT GGA GAA TTT TGG ATG AGT CTG GAA GAT TTT TGC CAC AAC 1128 
Ser Asp Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys His Asn 
320 325 330 

TTT CAC AAA CTG AAT GTC TGC CGC AAT GTG AAT AAT CCT GTT TTT GGC 1176 
Phe His Lys Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro Val Phe Gly 50 
335 340 345 



CGC AAG GAG CTG GAA TCA GTG GTG GGA TGT TGG ACT GTG GAT GAT GAC 1224 
Arg Lys Glu Leu Glu Ser Val Val Gly Cys Trp Thr Val Asp Asp Asp 
350 355 360 365 

CCT CTG ATG AAC CGA TCA GGA GGT TGC TAT AAC AAC CGT GAT ACC TTC 1272 
Pro Leu Met Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe 
370 375 380 
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TTG CAG AAT CCT GAG TAG ATT TTC ACT GTG CCC GAG GAT GGC CAT AAA 1320 
Leu Gin Asn Pro Gin Tyr lie Phe Thr val Pro Glu Asp Gly His Lys 
385 390 395 

GTC ATC ATG TCA GTG CAA CAG AAG GAG CTA CGC ACT TAG CGC CGA ATG 1368 
Val lie Met Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met 
400 405 410 

GGA AGA CCT GAT AAT TAG ATC ATT GGT TTT GAG CTC TTC AAG GTG GAG 1416 
Gly Arg Pro Asp Asn Tyr He He Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu 
415 420 425 

ATG AAC CGA AGG TTC CGT CTT CAC CAT CTG TAT ATT CAG GAG CGT OCT 1464 
Met Asn Arg Arg Phe Arg Leu His His Leu Tyr He Gin Glu Arg Ala 
430 435 440 445 

GGG ACT TCC ACT TAT ATC GAG ACC CGT ACT GTG TTT CTG AGC AAG TAT 1512 
Gly Thr Ser Thr Tyr He Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr 
450 455 460 

CTG AAG AAG GGC AGC TAG GTG CTT GTT CCA ACC ATG TTC CAA CAT GGC 1560 
Leu Lys Lys Gly Ser Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly 
465 470 475 

CGT ACC AGT GAA TTT CTG CTG AGG ATC TTC TCT GAA GTG CCC GTC CAG 1608 
Arg Thr Ser Glu Phe Leu Leu Arg He Phe Ser Glu Val Pro Val Gin 
480 485 490 

CTC AGG GAA CTG ACC TTG GAC ATG CCC AAG ATG TCT TGC TGG AAC CTG 1656 
Leu Arg Glu Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu 
495 500 505 

40 GCA CGT GGC TAG CCA AAG GTG GTT ACC CAG ATC ACT GTC CAC AGT GCT 1704 
Ala Arg Gly Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin He Thr Val His Ser Ala 
510 515 520 525 

45 GAG GGC CTG GAG AAG AAG TAT GCC AAT GAA ACT GTC T^T CCA TAT CTG 1752 

Glu Gly Leu Glu Lys Lys Tyr Ala Asn Glu Thr Val Asn Pro Tyr Leu 
530 535 540 
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ATC ATC AAA TGT GGA AAG GAG GAA GTC CGT TCC CCT GTC CAG AAG AAT 1800 
He He Lys Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn 
545 550 555 

ACT GTG CAT GCC ATT TTT GAC ACG CAG GCC GTT TTC TAG AGA AGG ACC 1848 
Thr Val His Ala He Phe Asp Thr Gin Ala Val Phe Tyr Arg Arg Thr 
560 565 570 

ACT GAC ATT CCT ATT ATC ATC CAG GTG TGG AAC AGC AGA AAA TTC TGT 1896 
Thr Asp He Pro He He He Gin Val Trp Asn Ser Arg Lys Phe Cys 
575 580 585 
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GAT CAG TTC CTG GGG CAG GTT ACT CTC GAT 
Asp Gin Pile Leu Gly Gin Val Thr Leu Asp 

590 595 

CGT GAT CTG AAA TCT CTG TAG CTG CGT AAG 
Arg Asp Leu Lys Ser Leu Tyr Leu Arg Lys 
610 615 

AAA GTC AAG CAA GGT CAC ATC AGC TTC AAA 
Lys Val Lys Gin Gly His He Ser Phe Lys 
625 630 

CTC ACT GAG CTC TAAGTAGTCA TCATCAG 
Leu Thr Glu Leu 
640 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA5 

(A) lAnGE: 641 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUN6: SEQ ID NO: 

Met Gly Pro Pro Leu Lys Leu Phe Lys Asn 
15 10 

Lys Gin Glu Cys Met Lys Asp Gly Arg Leu 
20 25 

Leu Pro Glu Asn Asp Ser Leu Phe Phe Asn 
35 40 

Val Val Trp Lys Arg Pro Gin Asp He Ser 
50 55 

Val Gly Asn He Ser Asn His Gin Leu He 
65 70 



GCT GAC 
Ala Asp 
600 

AAG GGT 

Lys Gly 



GTT ATC 
Val He 



CCC AGC GAC TGC 
Pro Ser Asp Cys 
605 

GGT CCT ACT GCC 

Gly Pro Thr Ala 
620 

TCT AGC GAT GAT 
Ser Ser Asp Asp 
635 



2: 

Gin Lys 
Phe Cys 
Arg Leu 



Asp Asp 
60 

Gin Gly 
75 



Lys Ala Met He Ser Ala Phe Ser Cys Leu Ala Val 
85 90 

Trp Thr Lys Ala He Pro Asn His Lys Asp Gin Glu 
100 105 

Lys Pro Glu Lys Tyr Ala Gly He Phe His Phe Arg 
115 120 

Gly Glu Trp Thr Glu Val val He Asp Asp Leu Leu 
130 135 140 



Tyr Gin Glu Leu 
15 

Asp Pro Thr Phe 
30 

Leu Pro Gly Lys 
45 

Pro His Leu He 



Arg Leu Gly Asn 
80 

Gin Glu Ser His 
95 

Trp Asp Pro Arg 
110 

Phe Trp His Phe 
125 

Pro Thr He Asn 
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Gly Asp Leu Val Phe Ser Phe Ser Thr Ser Met Asn Glu Phe Trp Asn 

150 155 160 

Ala Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu Leu Gly Cys Tyr Glu Ala 
165 170 175 

Leu Asp Gly Leu Thr He Thr Asp He He Met Asp Phe Thr Gly Thr 
180 185 190 

Leu Ala Glu He He Asp Met Gin Lys Gly Arg Tyr Thr Asp Leu Val 
IS 200 205 

Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr Phe Thr Lys 
210 215 220 

Gly Gly Leu He Cys Cys Ser He Glu Ser Pro Ser Gin Glu Glu Gin 



225 230 



235 240 



^ Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly Tyr Thr Tyr Thr Met 

245 250 255 

Thr Asp He Arg Lys Leu Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val Glu Val Phe 
30 260 265 270 

Ser Thr Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro Leu Gly Arg 
275 280 285 

35 Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu Trp Gin Gin 
290 295 300 

Leu Thr Val Thr Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met Ser Asp Asp 
305 310 315 320 

Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys His Asn Phe His Lys 
325 330 335 

45 

Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro Val Phe Gly Arg Lys Glu 
340 345 350 

so Leu Glu Ser Val Val Gly Cys Trp Thr Val Asp Asp Asp Pro Leu Met 
355 360 365 

Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe Leu Gin Asn 
55 370 375 380 

Pro Gin Tyr He Phe Thr Val Pro Glu Asp Gly His Lys Val He Met 

390 395 400 

Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met Gly Arg Pro 
405 410 415 

^ Asp Asn Tyr He He Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu Met Asn Arg 
420 425 430 
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Arg Phe Arg Leu His His Leu Tyr lie Gin Glu Arg Ala Gly Thr Ser 
435 440 445 

Thr Tyr lie Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr Leu Lys Lys 
450 455 460 

Gly Ser Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly Arg Thr Ser 
465 470 475 480 

Glu Phe Leu Leu Arg lie Phe Ser Glu Val Pro Val Gin Leu Arg Glu 

485 490 495 

Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu Ala Arg Gly 
500 505 510 

Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin He Thr Val His Ser Ala Glu Gly Leu 
515 520 525 

Glu Lys Lys Tyr Ala Asn Glu Thr Val Asn Pro Tyr Leu He He Lys 
530 535 540 

Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn Thr Val His 
545 550 555 560 

Ala He Phe Asp Thr Gin Ala Val Phe Tyr Arg Arg Thr Thr Asp He 

565 570 575 

Pro He He He Gin Val Trp Asn Ser Arg Lys Phe Cys Asp Gin Phe 35 
580 585 590 

Leu Gly Gin Val Thr Leu Asp Ala Asp Pro Ser Asp Cys Arg Asp Leu 

595 600 605 40 

Lys Ser Leu Tyr Leu Arg Lys Lys Gly Gly Pro Thr Ala Lys Val Lys . 
610 615 620 

45 

Gin Gly His He Ser Phe Lys Val He Ser Ser Asp Asp Leu Thr Glu 
625 630 635 640 

Leu so 



10 



15 



20 



25 



30 



12) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

55 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1125 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 60 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 

65 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iii) ANTISENSE: NEIKT 

(vi) URSPRtJNLICHE HERKUNPT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNPT: 

(B) CliON: CAPN6 

(ix) MERKMALE: 

(A) MAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 2.. 1125 

(xi) SEQU^ZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

G CTT GTT GAG GAG AAG TAC AAG CTA TTC GGA GAA CTG TAG AAA ACA 
Leu Val Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr 

TTT ACC AAA GGT GGT CTG ATC TGC TGT TCC ATT GAG TCT CGC AAT CAG 
Phe Thr Lys Gly Gly Leu He Cys Cys Ser He Glu Ser Pro Asn Gin 
20 25 30 

GAG GAG CAA GAA GTT GAA ACT GAT TGG GGT CTG CTG AAG GGC CAT ACC 
Glu Glu Gin Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly His Thr 
30 35 4Q ^5 

TAT ACC ATG ACT GAT ATT CGC AAA ATT CGT CTT GGA GAG AGA CTT GTG 
Tyr Thr Met Thr Asp lie Arg Lys He Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val 
50 55 60 
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CGA AAG GAG CTG GAA TCG GTG TTG GGA TGC TGG ACT GTG GAT GAT GAT 
Arg Lys Glu Leu Glu Ser Val Leu Gly Cya Trp Thr Val Asp Asp Asp 

150 155 



46 



94 



142 



190 



GAA GTC TTC AGT GCT GAG AAG CTG TAT ATG GTT CGC CTG AGA AAC CCC 238 

Glu val Phe ser Ala Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro 
^5 70 75 

TTG GGA AGA CAG GAA TGG AGT GGC CCC TGG AGT GAA ATT TCT GAA GAG 286 
Leu Gly Arg Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu 

85 90 95 

TGG CAG CAA CTG ACT GCA TCA GAT CGC AAG AAC CTG GGG CTT GTT ATG 334 
Trp Gin Gin Leu Thr Ala Ser Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met 
100 105 110 

TCT GAT GAT GGA GAG TTT TGG ATG AGC TTG GAG GAC TTT TGC CGC AAC 382 
Ser Asp Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys Arg Asn 

120 125 

55 TTT CAC AAA CTG AAT GTC TGC CGC AAT GTG AAC AAC CCT ATT TTT GGC 430 
Phe His Lys Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro He Phe Gly 
"0 135 140 
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CCC CTG ATG AAC CGC TCA GGA GGC TGC TAT AAC AAC CGT GAT ACC TTC 
Pro Leu Met Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe 
160 165 170 175 

CTG CAG AAT CCC CAG TAG ATC TTC ACT GTG CCT GAG GAT GGG CAC AAG 
Leu Gin Asn Pro Gin Tyr lie Piie Tlir Val Pro Glu Asp Gly His Lys 
180 185 190 

GTC ATT ATG TCA CTG CAG CAG AAG GAC CTG CGC ACT TAG CGC CGA ATG 
Val lie Met Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met 
195 200 205 

GGA AGA CCT GAC AAT TAG ATC ATT GGC TTT GAG CTC TTC AAG GTG GAG 
Gly Arg Pro Asp Asn Tyr lie He Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu 
210 215 220 

ATG AAC CGC AAA TTC CGC CTC CAC CAC CTC TAG ATC CAG GAG CGT GCT 
Met Asn Arg Lys Phe Arg Leu His His Leu Tyr He Gin Glu Arg Ala 
225 230 235 

GGG ACT TCC ACC TAT ATT GAC ACC CGC ACA GTG TTT CTG AGC AAG TAG 
Gly Thr Ser Thr Tyr He Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr 
240 245 250 255 

CTG AAG AAG GGC AAC TAT GTG CTT GTC CCA ACC ATG TTC CAG CAT GGT 
Leu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly 
260 265 270 

CGC ACC AGC GAG TTT CTC CTG AGA ATC TTC TCT GAA GTG CCT GTC CAG 
Arg Thr Ser Glu Phe Leu Leu Arg He Phe Ser Glu Val Pro Val Gin 
275 280 285 

.CTC AGG GAA CTG ACT CTG GAC ATG CCC AAA ATG TCC TGC TGG AAC CTG 
Leu Arg Glu Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu 
290 295 300 

GCT CGT GGC TAG CCG AAA GTA GTT ACT CAG ATC ACT GTT CAC AGT GCT 
Ala Arg Gly Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin He Thr Val His Ser Ala 
305 310 315 

GAG GAC CTG GAG AGG AGG TAT GCC AAT GGA ACT GTA AAC CCA TAT TTG 
Glu Asp Leu Glu Arg Arg Tyr Ala Asn Gly Thr Val Asn Pro Tyr Leu 
320 325 330 335 

GTC ATC AAA TGT GGA AAG GAG GAA GTC CGT TCT CCT GTC CAG AAA AAT 
Val He Lys Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn 
340 345 350 

ACA GTT CAT GCC ATT TTT GAC ACC CAT GCC ATT TTC TAG AGA AGG ACC 
Thr Val His Ala He Phe Asp Thr His Ala He Phe Tyr Arg Arg Thr 
355 360 365 
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ACG GAC ATT OCT ATT ATA GTA CA 1125 
Thr Asp lie Pro He lie Val 
370 

5 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
10 (A) LANGE: 374 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOriOGIE: linear 



15 



(ii) ART DES MOLEKUIiS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 4: 



Leu Val Glu Glu hys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr Phe 

5 10 15 

Thr Lys Gly Gly Leu He Cys Cys Ser He Glu Ser Pro Asn Gin Glu 
20 25 30 

25 

Glu Gin Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly His Thr Tyr 
35 40 45 

Thr Met Thr Asp He Arg Lys He Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val Glu 
50 55 60 

Val Phe Ser Ala Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro Leu 

70 75 80 

35 

Gly Arg Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu Trp 
85 90 95 

40 '^^^ ^•'•^ Ser 

100 105 110 

Asp Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys Arg Asn Phe 
=^15 120 125 

45 

His Lys Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro He Phe Gly Arg 
130 135 14Q 

^ Lys Glu Leu Glu Ser Val Leu Gly Cys Trp Thr Val Asp Asp Asp Pro 
145 150 155 160 

Leu Met Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe Leu 
53 165 170 175 

Gin Asn Pro Gin Tyr He Phe Thr Val Pro Glu Asp Gly His Lys Val 
180 185 190 

^ He Met Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met Gly 
195 200 205 
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Arg Pro Asp Asn Tyr lie lie Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu Met 
210 215 220 

Asn Arg Lys Phe Arg Leu His His Leu Tyr lie Gin Glu Arg Ala Gly 
225 230 235 240 

Thr Ser Thr Tyr lie Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr Leu 

245 250 255 

Lys Lys Gly Asn Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly Arg 
260 265 270 

15 

Thr Ser Glu Phe Leu Leu Arg lie Phe Ser Glu Val Pro Val Gin Leu 
275 280 285 

Arg Glu Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu Ala 
290 295 300 



25 



30 



Arg Gly Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin lie Thr Val His Ser Ala Glu 
305 310 315 320 

Asp Leu Glu Arg Arg Tyr Ala Asn Gly Thr Val Asn Pro Tyr Leu Val 

325 330 335 

lie Lys Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn Thr 
340 345 350 

Val His Ala lie Phe Asp Thr His Ala lie Phe Tyr Arg Arg Thr Thr 35 
355 360 365 

Asp lie Pro lie lie Val 

370 ^ 

Patentanspriiche 

1. CAPN6-Calpaingen mit der Sequenz SEQ ID NO. 1 oder SEQ ID NO. 3, seine allelischen Wianten, Analoge 45 
Oder Derivate, die auf der abgeleiteten Aminosaureebene eine Homologie von 60 bis 100% aufweisen, wobei die 
Calpaingene, ihre allelischen Varianten, Analoge oder Derivate folgende Sequenzen enthalten: 

(a) Leu-Gly-Asn-Lys-Ala, 

wobd sich diese Sequenz von der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unierscheidet, daB 
die Aminosaure Cystein im humanen Calpain I, die die Positicai 115 im Calpain I besitzl, gegen Lysin, das an 50 
Position 81 der Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 liegt, verandert ist; 

(b) Ala-X-Ser-Cys-Leu-Ala, 

wobd gegeniiber der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Alanin und Threonin in 
den Positionen 122 und 125 gegen Serin und Alanin in den Positionen 88 und 91 in den Sequenzen SEQ ID No. 
1 und SEQ ID No. 3 verandert sind; 55 

(c) Gly-'lVr-'llir-(His Oder 'iyr)-l'hr-X-Thr, . 

wobd gegeniiber der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Histidin, Alanin und 
Serin in den Positionen 272, 273 und 275 gegen Tyrosin, Threonin und Threonin in den Positionen 252, 253 
und 255 in den Sequenzen SEQ ID No. I und SEQ ID No. 3 verandert sind und in der SEQ ID No. 3 zusatzlich 
der Tyrosinrest in Position 274 im Calpain T gegen Histidin in Position 254 in der SEQ ID No. 3 verandert. ist; 60 

(d) Arg-X-Arg-Asn-Pro-Leu-Gly 

wobei sich diese Sequenz von der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB 
die Aminosaure Tryptophan im humanen Calpain I, die die Position 298 im Calpain I besitzt, gegen Leucin, 
das an Position 286 der Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 liegt, verandert ist und 

X in den genannten Sequenzen dne beliebige naliirliche Aminosaure bedeutet. 65 

2. Genkonstrukt enthaltend ein CAPN6-Calpaingen, seine allelischen Varianten oder Analoge gemSB Anspruch 1, 
das funktionell mit einem oder mehreren Regulationssignalen zur Erhohung der Genexpression funktionell ver- 
knupft ist. 
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3. Aminosauresequenzen codiert durch CAPN6-Gene, allelischen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1. 

4. Aminosauresequenzen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um enzymatisch aktive Proteine 
handelt. 

5. Verfahren zur Identifizierung von Calpaininhibitoren, wobei man ein Calpain, seine allelischen Varianten oder 
5 Analoge codiert durch eine Sequenz gemaB Anspruch 1 aus Geweben oder Zellen isoliert und die Inhibierung der 

Spaltung ernes Substrats des Enzyms CAPN6 und in inindestens einem weiteren Test die Inhibierung der Spaltung 
eines Substrats der Enzyme Calpain I und/oder H durch Testsubstanzen miBt und die Testsubstanzen auswahlt, die 
das Enzym CAPN6 und mindestens ein weiteres der Calpaine hemmen. 

6. Vertahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die 'Ifestsubstanzen auswahlt, die das Bnzym 
10 CAPN6 nicht hemmen, jedoch die Enzyme Calpain I und/oder H. 

J.* "^^^ Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die Testsubstanzen auswahlt, die das Enzym 

CAPN6 hemmen, nicht jedoch die Enzyme Calpain I und/oder D. 

8 Verfahren nach den Anspruchen 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man die Testsubstanzen auswahlt die in 
zellularen Systemen die Zellmeinbran passieren. 

9. Verfahren zur Herstellung des Enzyms CAPN6 sowie seiner alleUschen Varianten oder Analoge, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man mindestens eine Kopie der Gensequenzen fur CAPN6, seine alleUschen Varianten oder Ana- 
loge gemaB Anspruch 1 in einen Vektor kloniert und in einem dem Vektor entsprechenden Wirtsorganismus das Gen 
ttir das Enzym CAPN6, seine alleUschen Varianten oder Analoge exprimiert und anschUeBend das Enzym aus dem 
Wirtsorganismus isoliert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man einen Vektor verwendet der in prokaryontischen 
Oder eukaryontischen Zellen die Expression der CJene, der aUelischen Varianten oder Analoge ermoglicht. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man als Wirtsorganismus Bakterien, pilzUche oder 
tiensche Zellen verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man als Vektor Baculoviren und ais Wirtsorganismus 
25 InsektenzeUen verwendet. 

13. Verwendung eines Calpaininhibitors identifi^cierbar gemaB den Anspruchen 5 bis 8 zur HersteUung von Medi- 
kamcntcn zur Bchandlung von Krankhcitcn bci dcncn cine Calpainfchlfunktion vorlicgt. 

14. Verwendung eines Calpaininhibitors nach Anspruch 13 zur HersteUung von Medikamenten zur Behandlung 
von Krankheiten ausgewahlt aus der Gruppe der kardiovaskularen, immunologischen, entzundlichen, aUeigischen, 
neurologischen, neurodegenerativen oder onkologischen Erkrankungen. 

15. Verwendung einer Aminosauresequenz gemaB Anspruch 3 in Testsystemen. 

16. Verwendung einer Aminosauresequenz gemaB Anspruch 3 zur Herstellung von Antikorpem. 

17. Verwendung einer Gensequenz, seiner alleUschen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1 zur HersteUung 
von antisense iilRNA. o e 

18. Verwendung der antisense mRNA nach Anspruch 17 zur HersteUung von Medikamenten zur Behandlung von 
Krankheiten bei denen eine Calpainfchlfunktion vorUegt. 

19. Verwendung eines Calpaingens sowie seiner alleUschen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1 zur Dia- 
gnose von Krankheiten oder in der Gentherapie. 
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